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など広範囲な分野で使用されている。それに伴い HPLC用検出器も示差屈折 (RI) 紫外 (UV) ，蛍光
























Fig.1. Constructions of Electrochemicel Detector Cells 
1: glassy carbon working electrode. 
2: auxiliary electrode. 
3: reference e lec trode (Ag/ AgCl) . 
4: Teflon spacer. 
4 6 8 10 
Conccntration (>~ 10-5 mol/l) 
C 
Fig.2. Dependence of Current upon DA 
Concentration under Various Spacer 
Thickness 
log U (ml/scc) 
Fig.3. Dependence of Current upon Flow Rate at 
Flow rate , 0.75ml/min Various DA Concentration 
A-1-A-4; spacer thickness 50μm. 
B-1-B-4: spacer thickness 100μm. 
Parentheses in figure show the concentra. 
tion (l1t. /1) . 
Cの電極についてテフロンスベーサの厚さと移動相中のドーパミン (DA) 濃度との関係を Fig.2
に示した。 50μmのスペーサは， 100μm に比べ1. 7倍感度が高かった。しかし 25μmでは，セル内圧が




Fig.3 は流速(log U) と電流値(logi L )の関係を示した。 Fig.3 のグラフの傾きは電極構造によ
って定まり J) 本電極の場合 0.3であることから BlaedeP) らの円筒状電極の特性に類似していると考
えられる。
また本電極の電解効率は， 2 -3 %であることからアンペロメトリー型の検出器である。最小検出
感度 (S/N=2) は，ノルエピネプリン (NE) ， DAでそれぞれ 5 ， 10pgであり注入量50pg-lμg の
間で直線性が認められた。
Fig.4 は， NE，エビネプリン (E) ， DA など40pg注入時のクロマトグラムである。本検出器は，
HPLC-FD法のようにカテコールアミンの種類による感度の差はみられなかったf) 本電極の再現性の
変動係数は， 2 -3 %であり定量性においてもほとんど問題はなかった。
以上のことより，電極ーグラシーカーボン，スペーサの厚さ 50μm，電極面積-0.022cm2 ，セルブロ
ックーダイフロンを使用した Fig.l-Cの電極を以後の実験に使用した。
第 2 章 生体モノアミン分析への応用
まず水系での適用性を調べる目的で中枢神経刺激伝達物質と考えられるモノアミン(カテコールア
ミンのNE ， DA およびセロトニン (5- HT) への応用を検討した。今まで 1 個体の脳中の NE ， DA , 5-
HTの定時定量法に関しては全く報告されていないD 著者はこれら 3 成分の HPLC-ECDによる同時
定量法について検討した。
Fig.5 はマウス全脳からブタノール抽出法により抽出したモノアミンのクロマトグラムである。設
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Fig.5. Chromatograms of Monoamines in Whole 
Mouse Brain 
Column; LiChrosorb RP-18 (10μm) ， 25cm X 4. 6mm 1. D. 
Mobile phase; 1 % tetrahydrofuran-pH 5. 1buffer. 
Applied potential; A, 0.8 V vs. Ag/ AgCI, 
B, 0.65 V vs. Ag/ AgCI. 
Flow rate; 0.77 ml/min. 
1; solvent, 2: NE, 3: DHBA , 4: Tyr , 5: DA, 6: 5HT. 
-305-
Fig.4. Chromatogram of Catecholamines 
1; N E (40 pg) , 2; E (40 pg) , 
3; DHBA (40pg) , 4; DA (40pg) 
ECDは設定電位により検出ピークの選択が可能で、ある。また 1%のテトラヒドロフランの移動相への
添加は， 5-HTの保持時間を短縮するのに効果があった。
Table 1 には，内部標準法 (DHBA) によるマウス全脳(約400mg) および小脳(約40mg) 中の
NE, DA , 5-HT量を示した。これらは， Welch 8 ) らの蛍光法(各成分を別個に測定)の値とほぼ一致
した。
Table 1. NE, DA and 5HT Concentration in Whole Mouse Brain and Mouse Cerebellum 
- ・ー-，- ・・‘・・・..... ..4 一 ー.・・ー・._-ー・_.__.. .-ーー・............. ー ，・・・ーー-・ー ・... _....ー ・ ，ーー『・ー --. .. ._. ..._ ". ・・ー ..-.._.. ー . -.-..-- 司・・・・ー-'-ーー・ ・..'・目‘・~ ._~. .. . --.- -・ ...ー・・一 ・~ー ・ー・白町 ・田 ・・ 0・・
TiSSl1C Invcstigntors Ass叩 proccdurc NE (ng/g) D1¥ (ng/g) [, 1'1 '1' (n~/g) 
司・h・F司・唱司-_ー・・ー・』ー ・4・・・・・・・・・・b・・.'・・・・a・・・・・M・・・咽・・・司-・F咽・F・・・・・・恒圃圃曙開園司
¥Vl101c 1l0USC 1 )1・ain Prcscn t pn.pcr HPLC .130 土lQa) 872土 22 749土 20
Sasa. and Blarik 7) 
(28) (28) (28) 
HPLC 973(4土0)16 805(4土0)12 
¥Vclch and ¥Vclchﾘ') Fluoromctry 350-450 700-900 600-800 
(1000) (1000) (1000) 
Mousc ccrcbellum Prcscnt papcr HPLC 259土(7)19 16土(73) 240土 21
Sn.sa. a.nd Dlank'l) 
(7) 
HPLC 19土 2 240 土 14
(6) (6) 
Q) The vnluc9 nrc cxprcsscd :¥9 thc mcnn 土 stnndard error of mcnn for the number of animals 
in parcnthcSC9. 
Table 2 は， レゼルピン (RP.2.5mg/kgi.p.) ， α ーメチルチロシン (α ーMT ， 250mg/kgi. p.) 投
与後18時間， 4 時間後の脳中モノアミンの変動を示した。 RP投与では，カテコールアミン系および
セロトニンとも非常に減少している。チロシン水酸化酵素阻害剤である α-MTでは， NE, DAのみが
選択的に減少しておりセロトニンには，影響を及ぼさない。このように本法を応用することにより薬
物作用などの研究も簡便に行うことができる。
Table 2. Brain Monoamines Levels after Intraperitoneal Injection 
of Various Drugs (Mouse) 
NE(ng/g) DA(ng/g) 5 ・HT(ng/g) 
Norma1 430+10a) 872+22 749+20 
(28) (28) (28) 
Reserpine 8.1+2.3 17.4+3.4 60.5+5.2 
(2. 5mg/kg , i.p) (8) (8) (8) 
α-methy1- 253+9 362+12 722+13 
p-tyrosine (6) (6) (6) 
(250rng/kg ， i ・El
a) The values are expressed as the mean 士 standard error of 
mean for the nurnber of anirna1s in parentheses. 
さらに尿中カテコールアミン，血中セロトニン 9) や D ， L-DOPAの光学分割などに対しでも高感度
分離分析が可能であることが判った。




質のトコフエロール (TP，)フィロキノン (PQ) ，ユピキノンー10 (UQ-10) の血中定量法を検討した。
アルコールなどの電導性の低い移動相では，支持電解質 (NaCI04 など) を添加しなければならな
ぃ。 Fig.6 の TPなどの被酸化性物質に対する NaCI04 濃度とピーク感度および保持時間の関係から，
支持電解質濃度0.05Mが最適であった。同様の関係がPQ， UQ-10などの被還元性物質においてもみ
られた。











Fig.7. Chromatogram of Tocopherols in Human 
Serum 
Column; Nucleosil C-18 (l Oμm) ， 25cmX4.6mm 1. D. 
Mobile phase; 0.1 % pyridine-methanol (containing 
0.05M NaCIﾛ.) 
Applied potential; 0.7 V vs. Ag/ AgCl. 
Flow rate; 0.75 ml/min. 










た HPLC-FD 10) 法の結果と定量値は一致した。
ジン添加により，
Fig.6. Dependence of Retention (A) and 
Peak Response (B) upon NaCI04 Con. 
centration in the Mobile Phase 
Column; Nucleosil C-18 (1 0μm) ， 25 cW< 4. 6mml. D. 
Mobile phase; methanol. 
Applied potential; 0.7 V vs. Ag/ AgCl. 
Flow rate; 4.44ml/min. 
Injected amount (ng):α-TP , 74.6; y-TP , 47; 
ô-TP, 34.6; TC , 33. 
また，被還元物質である PQやUQ-10の生体分析においては，移動相にHCI04 などのプロトン溶媒
高感度分析が可能となった。を添加することにより還元電位が低下し，
Fig.8 は人血禁中の UQ-10を HPLC-UV法と HPLC-ECD法によって測定した図である。 UV法で

























Fig.9. Reaction of Stearic Acid with 
p-Ami nophenol 
A; at 60・ (procedure A). 













Fig.8. Chromatograms of Ubiquinone-l0 in 
Human Serum 
Column; Nucleosil C-18 (10μm) ， 25cmX4.0 
mm L D. 
Mobile phase; HCIO. (70%) ethanol (1: 999, 
containing 0.05M NaCIO.). 
Applied potential; -0.30 V vs. Ag/ AgCI. 
Flow rate: 0.55 ml/min. 
1: unknown , 2: unknown , 3: UQ-10, 4: TQ-10 











methy Ipyridinium iodide (BMP) 12) を触媒とし
を選び、2・ bromo-l-
3 級アミン存在下で反応させたところカルボン酸
の p-hydroxyanilide (HA) 体が生成した。
Fig.9 は， 60。浴槽および25。超音波槽中での p-hydroxystearanilide (HSA) の生成を示した。 30
---40分で反応は一定に達する。ステアリン酸の反応混液中の濃度が 10n mole---1μmole 範囲の場合
反応時間を一定にすれば，溶質濃度とクロマトグラムのピーク高さに直線関係があった。同様にラウ
コール酸においても認められた。リン酸，
Chart 1 に示す通りであることが電解酸化数や電解生成物の結果から確かまた HSAの陽極反応は，












21 日間投与後の人胆汁中胆汁酸のクロマトグラムである。 HPLCシコール酸 (CDCA) 1 日 400mg，
(Table 3) 
F,. 























Fig.11. Chromatogram of p-Hydroxyanilides 
of Prostaglandins F2α and E2 
Column; Nucleosil C-18 (1 0μm) ， 25cmX4. 白m
1. D. 
Mobile phase; methanol-H20-HCIO. (600: 
400: 1, containing 0.05M NaCIO.). 
Applied potential; 0.7 V vs. Ag/ AgCl. 
Flow rate; 1.1 ml/min. 
Amount injected (ng): F2a; 95, E2; 85. 
10 30(min 
Fig.10. Chromatogram of p-Hydroxyanilides 
of Fatty Acids 
Column; Nucleosil C-18 (10μm) , 
mm 1. D. 
Mobile phase; methanol-H20-pyridine (900: 
100: 1, containing 0.05M NaCIO.). 
Applied potential; 0.7 V vs. Ag/ AgCl. 
Flow rate; 1. 2ml/min. 
Injection amount; C10-C21 acids , 30-110ng. 
The numbers in the figure represent the ratio 
(number of carbon atoms): (number of double 
bonds) for fatty acids. 
25cmX 4.6 
15 
Table 3. Concentration of Bile Acids in Human 



















a) A volunteer was glven oraly 400 mg/day of 
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32 
(min) 
Fig. 12. Chromatogram of Human Bi le after 
Oral Administration of Chenodeoxychol ic 
Acid 
Column; Nucleosil C-18 (10μm) ， 25cmX4.6 
mm I. D. 
Mobile phase; methanol-H20-HCIO. (750: 
250: 1, containing 0.05M NaCIO.). 
Applied potential; 0.75 V vs. Ag/ AgCl. 
Flow rate; 0.9ml/min. 
ECD 
Fig. 13. Charomatograms of Reduced and oxidi zed 
Ubiquinones 
Column; Nucleosil C-19 (5μm) ， 15cmX 4 mm I. D. 
Mobile phase; ethanol-methanol-7ﾙ% HCIO. (700: 
300:1 , containing O.O~ NaCIO.). 
Flow rate; l.2ml/min. 
Detection; UV, 275nm; ECD, 0.7V vs. Ag/ AgCl. 
a , standard (amount injected; 56 ng of each Uω; 
b, guinea pig heart; c, rat heart; d, nutochondrial 
fraction of guinea pig heart. 
Peak A, U砧H2 ; peak B, UQlO H2; peak C , UQ2; 




の併用による分離定量法を検討した。 Fig. 13 
モルモットおよびラット心臓-a および b は，
(2 : 5) 混液からエタノール・ルヘキサン
により抽出した酸化型・還元型 UQのクロマ
UV 275nm , トグラムである。酸化型UQは，
ECD O.7Vで+食出した。 Fig.還元型UQは，
Table 4 に示13の bのピーク BおよびD は，
したようにそれぞれ UQ1o H 2 ， UQI0 であると同定したO また抽出条件や保存条件を検討したところホ
ml) 混液による直接抽出法が良好であり，抽(2 : 5 , モジネート 1 ml当りエタノール . n-ヘキサン








Table 4. Chemical and Physical Data for Ubiquinones from Guinea Pig Heart 
Peak B? Peak D? 
HPLCﾞ ) (/&, min) 
TLO> (Rf) 
EpCO (V 11$. Ag/AgCl) 







1¥1+ 948, M+-acety1905, l¥I+ 862 
l¥I+ -diacetyl 862 
UQ10H • UQl・
?) Peaks B and D are the same as In Fig 
1) HPLC conditions w官ethe same 回 InFig.
c) HPTLC Silica Ge!60 Fm (E.lrerck. Germany). ,,-ht'xaneo-lsopropyJ ether (1: 1), UV，制m・
d) Peak 戸tentialobl:tined from tbe hydr吋ym加icvolt:unmogram. 
~) Diacet:tte of pe:tk B. 
Table 5. Contents of Reduced and Oxidized Ubiquinones in Animal Tissues 
Animal Tissue 
Content (μg/g) .・・‘・ Total UQR・d")(%) Total~UQCI) Total UQ UQ,H. UQ. UQ10H • UQ10 
Guinea pig Heart (11) 5.2土 1. 6e) 7.7土1. 5 82.3土 11.7
Liver (7) 1.9土0.4 ， 1. 5土 0.5 32.8土 6.3
Kidney (5) 6.6土0.7 3.7土0.2 109.6土 20.4
Adrenal (4) 3.6土 0.3 2.2土0.3 48.8土 6.9
Brain (4) Trace Trace . 10.4土 2.7
Rat Heart (4) 76.5土6.6 156.9土7.7 5.0土 0.5
Kidney (4). 7 l. 5土 2.0 108.9土 8.9 10.1 土 0.4
114.7土 10.72 210.0土21. 2
24.2土2.4 60.5土7.8
52.1 土6.8 172.1土27.0
35.6土4.4 89.9土 1 1. 0
16.0土 2.7 23.9土 0.9
13.3土1. 1 25 1. 6土 18.9
15.6土1. 4 206.1 土 19.5







Q) TotaJ UQ 15 the sum of UQ.H.. UQ.. UQ1.H. and UQI.' 
b) Tota! UQIII' 15 the sum of UQ,H. and UQ1.H.. 
c) ThQ valu伺 arem四国土standard ~πo目 of th守rt'l'釦s卲r the DWDb~rs of 釘叫malsin parenth屑es.
Table 6 にはミトコンドリアに上述の酵素の基質(コハク酸，リンゴ酸)を添加したときの酸化型・
還元型UQの変動を示した。
Table 6. Reduced and Oxidized Ubiquinone-l0 Levels in the Heart 
Mitochondrial Fraction of Guinea Pigs 
Expl・l Ø) Expl・2 Þ)













? Freshmit民hondrfalfraction of a guinea pig. 
1) .-¥ged mitoc:bondrial fraction(-20・ for1 day). 











5. 動物臓器中に酸化型UQだけでなく還元型 UQ も存在することを見いだすとともに，本法と UV
法との併用による同時定量法を確立した。
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同時定量法を確立し，薬理学的研究にも適用できることを明らかにした。またビタミン E ， K および
、ユピキノンなどの脂溶性物質の有機溶媒中での測定条件を検討し それらの血中定量法を確立すると
ともに，脂肪酸，胆汁酸，プロスタグランジンなどの電気化学的不活性物質の電気化学的活性体に誘
導しての高感度分析の道を聞いた。さらに本検出器により動物臓器中に酸化型ユピキノンだけでなく
還元型ユピキノンも存在することを初めて見いだすとともに これら物質の臓器およびミトコンドリ
ア中での同時定量法を確立した。
以上の業績は学位論文に値するものと認める。
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